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1.緒言
たん白質汚れの洗浄研究においては EMPA汚染布や
牛乳ーカーボンブラック汚ぬ布などの有色の汚染布が作
製され， 光也反射事を用いた反射洗浄~11:よって行なわ
れてきたが1'~3) ，汚染布の表面反射率と汚染布のたん白
質量とは必ずしも比例しない乙とが認められた。そ乙で
ま事者らド引は汚染布中のたん白質をケルダーJレ法により
定量し，精度の高い洗浄効率を求めてきたが，洗浄実験
においては試料数がきわめて多いために手間がかかり過
ぎる欠点があった。
そζで本線においてはまずζれらの欠点を取り除き比
較的簡単に多くの試料を取り扱えるようにするために，
銅-Folin試薬によるたん白質の呈色反応を利用して，
ケルダーJレ法に匹敵する高い精度で汚染布のたん白質を
定量する乙とを試みた。
2. 材料および試料の調製
汚染布としては標準木綿布(経112本/inch，緯92本/
inch)を用い，使用に先だって今一皮液化アミラーゼに
よる十分な仕上げ糊抜きを施して残存している糊料を完
全1:除去し，繊維表面の均一化をはかりのち蒸留水で十
分なすすぎを行なって試料とした。
3. 実験方法
3-1 洗浄方法
Launder-O-meterを用い，下記の条件で
洗浄およびすすぎ (3回)を行なった。
(洗浄条件〕
汚染布:5 XIOcm2 
洗浄液:100.t 
回転数:42土1rpm 
スチールボール:10個
洗浄時間:5~30分間
洗浄温度:40土 2'C
(すすぎ条件)
汚 染 布:5 XI0Cll2 
蒸 留 水 :1ω.t 
回 転 数 :42土 lrpm
スチーJレポール:10飼
洗浄時間:1分間
洗浄温度:40土 2'C
すすぎを終った布は室内に直射日光を避けて風乾す
る。
シー2銅-Folin獄事起によるたん臼貨の定量法9)
(試薬)
A : 2 %Na2C03 (O.INNaOH水溶液中)
B : 0.5% CuSO‘5H20 (1%酒石酸カリウムナ
トリウム水溶液中〉
C:アルカリ性銅溶液(試薬A50.tと試薬B1.t 
とを混合して作る)
D: 1/3希釈 Folin試薬10) (フェノールフタ
レインを指示薬としてアルカリで滴定し，乙
の漉定値から駿濃度lNとなるように蒸留水
で希釈する)
(定量法)
検体2.tを試験管lζとり試薬C10・rを加えてよく混合
し，10分間放置したのち l.tの試薬Dをすばやく添加し
直ちに混合する。 30分間放置したのち，目立分光光度計
101型を用いて比色する。
なお汚染布から 0.1NNaOH水溶液で熱他出した検体
と上記標準試料との間に発色率IC多少の差異があるので
( 55 ) 
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乙れに対する縞正を行なうか，あるいは標準試料を同一
条件で熱処理して新たに標準幽線を求める。
3-3 ケルダールE去によるたん自貨の定量法111
分解フラスコ1:5 X 5cm2の後体を入れ， 濃硫酸2.l.
硫酸カリウムを0.7'1.酢酸第一水銀を0.25'1加えて加
熱し，液が赤色透明になってから一度冷却後，過硫酸カ
リウムを 0.5'i入れ，さらに少量の蒸留水を加え無色透
明になるまで加熱し， その後1.5時間分解を続行する。
つぎに常法iとよりケJレダー Jレ塗紫定量装置を用い，蒸留
物を10.&の0.02規定の塩酸液に捕集し，過剰に存在する
塩酸をメチルレ γ ドを指示薬として0.02規定の水酸化ナ
トリウムで漏定し，綿布1'i 1:対するたん白賓の付着置
または綿布5X1Ocm2jC対するたん白質の付着量をNI9
で表わした。
ト4たん白質汚れの洗浄効率。O.lNNaOH水溶液 1∞.&1:より熱抽出 (90土2'C.
120分間)した洗浄前後の汚染布の検体液を銅-Folin良
薬により呈色し，その吸光度を750mμ(たん白質の種類
により 750-770mμの範囲にある)で測定し，次式iζよ
りたん自質汚れの洗浄効寧 (D)を求めた。
Ds-D D (%)=ポ-õ~' X1∞ 
Dc:様司自木綿布 (1'i当り)の抽出液の吸光度
Ds:洗浄前の汚染布 (1'1当り)の鈎出放の吸光
度
Dw:洗浄後の汚染布 (1'1当り)の抽出液の吸光
度
b) 洗浄前後の汚染布の筆業量と綿布自体の箆3終盤を
それぞれケルダーJレ法lとより定量し，次式lζよりたん自
質の洗浄効$(D)を求めた。
Ns-Nw D(%)=一一一一一X1ωNs-Nc 
Nc:標司直木綿布 (1'1当り〉のNI9
Ns:洗浄前の汚染布(1'1当り)のNI9
Nw:洗浄後の汚染布 (1'1当り〉のNI9
c) 光也反射率計を用い，原布の表面反射率 (Ro).
汚染布の表面反射率 (Rs).洗布の表面反射事 (Rw)
をそれぞれ測定し，次式lとより反射洗浄率 (D)を求め
fこ。
Rw-Rs 
D(%)=五百士R:;X1∞
4. 実厳結果およびその考察
4-1 錫-Folin鼠譲による各種たん自質汚れの定貧
について
目R
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たん白質汚れの洗浄においては従来精度の高いケルダ
ー)1.0'法によってたん白賓の定盆が行なわれてきたが，洗
浄実験においては試料数がきわめて多いために手間がか
かりすぎる九点があった。
そ乙で本研究においては12.131.まずとれらの久殺を
取り除き比較的簡単に多くの抵料を取り扱えるようにす
るために，たん白質の呈色反応、を利用してできるだけ高
い精度で定呈するζとを試みた。
まず1.t中IC25-1.OOOrの精製ヘモグロビンが含まれ
る検体を用い，ピューレット試薬による規定条件下での
発色を行ない，各波長における吸光度およびその極大波
長におけるたん白質の浪度と吸光度との関係についてみ
ると，ビューレγ ト反応によるヘモグロビン発色物は
670mμiζ極大波長を有する乙とが認められ， また検体
中のたん白質量の噌滅lζ伴なって吸光度がほぼ直線的関
係をもって比例する乙とが認められ，極めて精度よく定
量しうるが，検体中のたん白質浪度が低い渇合 (l∞r/
.t 以下)1ζは著しく精度が低下する欠点を有している。
ビューレット反応、では墨色が主としてたん白質のアミド
廷に依存するため，たん白質の種類による発色$に著し
い差異が認められないという長所もあるが，微量のたん
白質lζ対する感度が低いので，洗浄実験IC用いる乙とは
不適当と恩われる。
そとで本研究では乙れらビューレット法の長所をとり
入れた鋼-Folin試薬によるたん白賓の定量を訟みた。
Folin-Ciα:alteuのフェノール試薬はアルカリ性で遊
賎したチロシン，トリプトファン，システィンとたん白
質中のそれらアミノ敵とに反応して背藍色を塁し，たん
白賓の定:fil:1ζ用いられるが，呈色が特定のアミノ駿に
依存するためにたん白質の種類による発色率の不倒いが
相当大きくなる欠点を有している。 Lowryらによって
改良されたζの錆-Folin法は前記ビューレット法の長
所を取り入れたものであり，たん白質をアルカリ性銅溶
液で処理して錫錯塩を形成させたのち，フェノーJレ試薬
を加えてチロシントリプトフ 7ン，システィンなどによ
る発色とアミド廷に由来する呈色を強くして呈色皮を憎
し，たん白質の種類による発色患の不揃いを少なくした
定鑑法とされている。
まずアルブミン，グノレテン，カゼイン，ヘモグロビン
およびゼラチンなどの 5種頬のたん白質の検体 (100r/
.l) ICそれぞれ鍋-Folin試薬により規定条件下での発
色を行ない，各波長における吸光度を求めると，図-1
のどとく，たん白賓の種類ICより極大波長は多少異なり
750-770"，μの範囲にある乙とが認められた。
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たん白質襟度 Cr/.t)
0:アルブミン (測定波長750mμ)
⑩ :グルテン (測定波長7ωmμ)
@ :カゼイン (測定波長760mμ)
. :ヘモグロビン(測定波長750mμ〉
⑨ :ゼラチン (測定波長770mμ〉
銅-Folin試薬による各種たん白質の標準曲線
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図-2長 (mμ)波
A:アルブミン
B:クツレテン
C:カゼイン
D:ヘモグロビン
E:ゼラチン
'‘ 
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銅-Folin試薬によるたん白質発色物の吸光度曲
線
銅-Folin呈色によるたん白質の特性波長
アルブミン :7日間μ
図-1
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熱処理時間(分)
検体:アルブミン (1∞'Y/.t)
測定波長 :750mμ 
O.lNNaOH水溶液による熱処理時聞が銅-
Foiln試薬の発色iζ及ぼす影響
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グルテン : 7ωmp 
カゼイン : 7ωmμ 
ヘモグロビン :750mμ 
ゼラチン : 770mμ 
つぎに上記5穏類のたん白質を用いて， それぞれ25~
100r/ltの総準試料を翻製し，規定条件下で銅-Folin試
薬による発色を行ないたん白質の濃度と吸光度との関係
についてみると，図-2のどとく，いずれのたん白質に
おいてもたん白質狼皮の泊加に伴なって吸光度が直線的
な関係、をもって比例する ζとが認められた。またヘモク.
ロビンを益準にして各種たん白質の発色率を比較すると
ヘモグロビン :1000 
アルブミン : 1ω5 
0.4 
0.3 
1岨
熱処理時間(分)
検体 :カゼイン(100'Y/.t) 
d{IJ定波長:7曲mμ
0.1 NNaOH 水溶液による熱処理時間が銅-
Folin試薬の発色iC:及ぼすft響
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クツレテン : 827 
カゼイン : 428 
ゼラチン : 823 
などのように各種たん白質の発色率の悶にはかなりの差
異が認められた。したがって未知の検体については一応
ケルダール法によってたん白質量を決定しておくととが
必要である。
洗浄前後のたん白質汚染布のたん白質量を銅-Folin
法で定量する場合lζは布から抽出して測定するととが必
要とされる。
フェノール試薬とたん白質との反応、は強アルカリ性で
生じた発色物が不安定であり，pH 10付近が安定である
ので，一般に pH10""11で緩衝作用の強い2%炭酸ソー
ダ水溶液 (0.1NNaOH 水溶液中)を用いて一定時間加
熱して未変性のたん白質を変性させたのち，呈色する方
法がとられているので，0.1NNaOH 水溶液を用いて汚
染布からのたん白質を抽出する操作は好ましいと恩われ
る。
そ乙でまず上記5種類のたん白質を用い，汚染布から
のたん白質の抽出を想定して 0.1NNaOH水溶液による
熱処理 (90土 2'C)を行ない，熱処理iζ要する時間がた
ん自質の発色におよぼす影響についてみると，図-3""
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熱処理時間(分)
検体:へモク.ロビン(100'Y/lt)
測定波長:750mμ 
0.1 NNaOH 7.1<波放による熱処理時間が銅-
Folin試薬の発色1C:及ぼす影響
1曲開曲抽
i国
熱処理時間(分)
検体 :グルテン(1∞'Y/.t)
測定波長 :7ωmp.
120 剖剖却
図-6
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図-40.1 NNaOH 水溶液による熱処理時間が鋼一
Folint式競の発色lζ及ぼす影響
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たん白質量E度 (7/.t)
o : 来変性アルブミン
. : 熱変性アルブミン
測定波長 :750mμ 
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銅-Folin試案による未変性ならびに熱変性
アルプミン発色物の標準曲線
図-8
倹体:ゼラチン(1∞7/.t)
測定波長 :770mμ 
図-7 O.lNaOH水溶液による熱処理時間が鋼一
Folin虫薬の発色iζ及lます影響
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7のごとく，熱処理に伴なうたん自質の発色IL:多少の差
異が認められ，アルプミン，グJレテンおよびヘモグロビ
ンなどでは熱処理時間が均すにつれて吸光度は低下する
が，カゼイン，ゼラチンなどでは逆lζ熱処理によって吸
光度が閉す傾向が認められた。
しかし一般にはω-120分間の熱処理で吸光度は比較
的安定する傾向がある。また未知のたん白質汚れが変性
されている織合などを考慮すると.0.1NNaOH水溶液
による熱処理時間は120分間位が適当と号、われるので，
以下の洗T!'実験においては120分間の熱抽出条件を用い 0.1 
百
fこん自質浪 度 (7/.t) 
o : 未変性グJレテン
. : 然変性グJレテン
測定波長 :7ωmμ 
銅-Folin試薬による来変性ならびに熱変性
グルテン発色物の原準曲線
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つぎに上記5極獄のたん白質を用いて，それぞれ25'"
100r/"tの線制試料をl'Jld~し . 90士2"C， 120分間熱処J!I_
して，規定条件下で銅-Folin試業による発色を行ない
たん白貿の浪皮と吸光度との関係、についてみると，図-
8-12のごとく，アルブミン，グルテンおよびヘモグロ
ビンなどでは上記傑準訟科Iζ比しわずかに低い吸光度を
示し，カゼイン，ゼラチンなどでは逆に多少高い吸光度
を示すが.前記未処理標皐曲線 (図-2)と向鎌，いず
れのたん白質においてもたん自責浪度の治加に伴なって
政光度が直線的関係をもって比例して増す乙とが認めら
学sIl 被- 94ー
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. : 朱変性カゼイン
o : 熱変性カゼイン
測定波長 :7ωmμ 
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77071μ 
銅-Folin試薬による未変性ならびに熱変性
ゼラチン発色物の標準曲線
測定波長:
図-12
銅-Folin試薬による未変性ならびに熱変性
カゼイン発色物の標準曲線
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図-10
れた。
たん白質は NaOHを加えて一定時間加熱する乙とに
よって変性させると，銅-Folin試薬においては未変性
たん白質lζ比し発色度が強くなる傾向を有するが，一方
フェノール試薬による発色はたん白質中のチロシン， ト
リプトファン，システィン含量に支配されるので加熱処
理iζ伴なう乙れらアミノ酸の安定性も発色率に影響をお
よlます乙とが考えられる。
そ乙でチロシン，トリプトファン，システィ ンなどの
3種類のアミノ酸 (10.g)を0.1NNaOH水溶液 (1∞
.t) Iζ溶解し.90土 2'C. 120分間熱処理して吸光度(
750711μ)を測定すると，第1表のごとく，システィン
では熱処理前後の吸光度iζ全く変化が認められないが，
チロシン， トリプトファンなどでは熱処理により磁嬢さ
れ，吸光度が9.1""11.7%低下する乙とが認められた。
一方，上記5種類のたん白質中に含まれるチロシン，
トリプトファン，システィンの含量を比絞すると下記の
どとくなる。
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たん白質滋度 (7/.t)
o : 来変性ヘモグロピン
. : 熱発性ヘモグロビン
測定法長 :75071μ 
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銅-Folin1式薬による来変性ならびに熱変性
ヘモグロビン発色物の標準曲線
図-1
したがってアルブミン，グJレテンおよびヘモグロビン
などのたん白質にみられるアルカリ処理に伴なう吸光度
の低下はチロシン， トリプトファン含有置の和またはト
リプトファンの合Eがカゼイン，ゼラチンなどに比し，
比較的多い乙とおよびアルカリ処理によるたん白質の2
次，3次総迭の破域などに差異があり，ア ミノ酸の配列
状態，変性状態lζもその原因があるものと恩われる。
つぎに5Orl.t，75rl.tおよびl∞rl.tの濃度のカゼイ
ン液を検体として銅-Folin試薬によるたん白買の反応
時間と吸光度(760mμ)の関係についてみると，図-13
のどとし 10~20分間の短時間で最も大きい吸光度を示
し一定になるが，反応時間を増すにつれてわずかながら
吸光度は低下し，特ICたん白質濃度がおくなるにつれて
その傾向が顕著に認められた。したがって反応時間は30
分間前後とし，常に一定時間の反応を行ない精度を高め
るζとが必要と思われる。
一方，ゼラチン (50rl.t)を検体として悶織に銅-
Folin試薬によるたん白質の反応時間と吸光度 (7707llp
)との関係についてみると，図-14のごとく反応時間に
伴なう発色皮の樽加はきわめて少ないカゼインに比し，
一定に達する反応時間 (45分間)が長くなる傾向が認め
られた。
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図ー14 銅-Folin鉱業によるゼラチンたん白質の反応
時間と吸光度との関係
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10 20 30 40 50ω 
反応時間(分)
A検体 : たん白質 100'Y/.t
B検体 : たん白質 75'Y/.t 
C検体 ・ たん自質 50'YII!
測定波長 760mμ 
図-13銅-Folin誌薬によるカゼインたん白質の
反応時間と吸光度との関係
90 ω 70 。
学についてみると，図-16のどとし鏑-Folin法では抽
出温度を高めると吸光度が低下し，ω'"'95"Cでほぼ一定
になる乙とが認められた。
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?
とのように銅-Folin試薬によるたん白賓の反応時間
はたん白質の種類により多少異なるが，本実験において
は以下30分間と一定κして行なった。
つぎに牛乳汚染布(たん白質10・'9/'1綿布〉を用いて
0.1NNaOH水溶液による熱抽出 (90土2"C)を行ない
熱抽出時間と抽出液中のたん白質量(銅-Folin法およ
びケルダール法により定量する)との関係についてみる
と，図-15のどとく，鏑-Folin法では短時間でほぼ完
全に抽出されるが，たん白質のアルカリ変性が不十分な
被-96-
B曲20 40 伺回
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s 5 
，¥g血液汚染布の摘出温度とたん白質量との関係
一方，ケルダール法では抽出温度を高めるとき霊祭量が
増大し.8O'C前後で最も高い窒3軽量を示し，一定に速す
る乙とが認められた。
実際の洗浄においては変位されて溶解しにくいたん白
質汚れもかなり含まれるので，洗浄実験においては90土
2"Cで120分間熱掠i出を行なう乙とが適当と恩われる。
4-2 EMPA汚染布の洗浄について
血液汚染布(Nr.111).ココア/牛乳/砂糖混合汚染
イ1i(Nr.112).赤葡萄酒汚染布 (Nr.114).血液/牛乳
/盤汁混合汚染布 (Nr.116)などの4種の有色の EMP
A汚染布(スイス製)を用いて，モデル洗剤IJ (第 2 ~侵)
により規定条件下で5'"'30分間洗浄し，汚然布の表面反
射$とi汚染布のたん白質量との関係についてみると，図
-17'"'20のごと く，汚染布の表面反射事から求めた反射
洗浄率と笑際汚染布rc付着するたん白質量とはいずれの
汚捻布でも比例関係を示さないが，銅-Folin法rcよっ
て求めた洗浄効率では汚染布のたん白質量と直線的比例
関係を示すととが認められた(写真)。
また，実際の衣類K付着するたん白質量は普通綿布l
g当り 3'"'171gであるので. EMPA汚染布tζ付着する
図-16
1ω 15 語 一切 90 120 
抽出時間(分)
o : ケルダール法
. :銅-Folin法
0.1 NNaOH水溶液.90土 2"C. 
lncubator M-1型 1∞土2回/分
。
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牛乳汚染布の抽出時間とたん自費量との関係
ために一時的に吸光度が治大する。しかし60'"'"120分間
の抽出でほぼ一定に逮するととが認められた。一方ケル
ダール法では納出待問を増すにつれてたん白質量は増大
し.30'"'"ω分間でほぼ一定IC達するが.120分間以上の
熱抽出液では綿布IC含まれる非たん白質系のE霊祭化合物
により ， さらに窪~量が増大するζとが認められた。
また.!i血液汚祭布(たん白質9.41g/ '1綿布}を用い
て.0.1 NNaOH水溶液による抽出 (12的子関と一定にし
た〉を行ない，抽出温度と抽出液中のたん白質量(鍛-
Folin法およびケルダール法により定盆する)との関係
図-15
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脱落たん白質量(揖'1/'1布)*
A 反射洗浄率
B 銅-Folin法による洗浄効率* ケルダール法で定位
ココア/牛乳/砂結混合汚染布 (EMP A112) 
の反射洗浄率とたん白質量との関係
皆)1:たん白質汚れの洗浄
モテツレ洗剤]組成表-2
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図-18
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洗浄-lIi(4)
洗nt街(2)
洗浄布(3)
j以
??
??
?
?
40 
訓
? ? ?
洗浄布(5)
応、を利用して汚染布のたん白質aを測定すると，ケルダ
-Jレ法lζ匹敵するきわめて商い精度で洗浄効率がえられ
ることが明らか!こなった。
脱落たん白質量 ("9/'1布ゾ
反射洗浄率
銅-Folin法による洗浄効率
ケルダーノレ法で定位
?
??
f百
たん白質汚れの洗浄においては，従来ケノレダール訟に
よって汚染市のたん自白を定i止してきたが，本憾では銅
-Folin試薬によるたん白1'1の墨色反応を利用して汚染
.{Ii中のたん白質を定盆し，ケルダ-Jレj去に匹敵するさわ
総
(臼)
血液汚染布 (EMPA 1ll)の反射i.iti争率とた
ん向質量との関係
たん白質量，ま一般に相当多しまた汚染.{Ii問にもたん1'1
質訟には大きな差異が認められた2
以上のように銅-Folin試業によるたん白質の呈色反
図-17
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反射洗浄率
銅-Folin法による洗浄効率
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血液/牛乳/墨汁混合汚染布 (EMPA 116)の
反射洗浄率とたん白質量との関係
図-20赤葡萄酒汚染布 (EMPA 114)の反射洗浄皐
とたん白質量との関係、
図ー19
(5) たん白質汚染布からのたん白質の抽出においては
30-60分間でほぼ一定{ζ逮するが，実際の洗浄ではかな
り変性されているたん白質汚れを考慮して.90土2'C.
120分間の熱摘出を行江った。
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献支6. 
(臼 )
めて高い粉皮で洗浄効率を求めうる ζとが認められた。
(1) 銅-Folin試薬によるアルブミン，グルテン，カ
ゼイン，ヘモグロピンおよびゼラチンなどの5種類のた
ん白質の定量においては検体液中のたん白質浪度と銅-
Folin墨色による吸光度とは直線的関係をもって比例す
る乙とが認められた。
(2)銅-Folin銭薬によるたん白賓の定盆においては
カゼイン，ゼラチンでは変性たん白賓が未変性たん白質
Iζ比し多少高い発色率を示し，他のたん白質では逆IC低
い発色寧を示す乙とが認められた。
(3) 銅-Folin試薬の発色に影響を与えるチロシン，
トリプ トフ7ン，システィンの3額のアミノ酸裕被の熱
処}!J!.!C伴なう安定性について検討すると，チロシン，ト
リプトファンでは吸光度が10%前後低下する乙とが認め
られた。
(4)銅-Folin試薬によるたん白質の反応時間はたん
白賓の積類により多少異なるが，洗浄実験では初分間と
一定にした。
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Summary 
In cleansing experiments of fabrics soiled by protein， the highly accurate Kjeldahl's method has been 
generally used， however， this method has the disadvantage of being complicated， and a1so， ittakes a 
long time to operate. 
An attempt was rnake to measure quantitative1y the protein in soiled fabrics by utilizing the co10r 
r回 ctionof Cu-Fo1in rωgent. 
1) A lin飽 rre1ation was ob悦 rvedbetween the protein concentrations in the samples and the degrees 
of 1ight absorption of the Cu-Folin color r匂 ctionduring quantitative analysis of albumin. glutein， 
αsein. hemoglobin. and ge1atine by using Cu-Fo1in reagent. 
2) In the quantitative analysis of protein by using Cu-Folin reagent. it、.vasfound tbat casein and 
gelatine showed a higher degree of co1or泊g in the denatured state than the non-denatured state， 
whereas in the other protein the denatured protein showed a 10wer degree of coloring. 
3) An investigation was made on the stabi1ity of tyrosin. tryptophane， and cystein. which influence 
the coloring of Cu-Folin reagnt. followiog heat treatment. and it was found that the degree of 1ight 
absorption was lowered by 109ぢinthe tyrosin and tryptophane solutiofts. 
4) The reactioo time of Cu-Folin reagent with protein differ somewhat with the kind of protein， 
however， in the present experiment it was fixed at 30 minutes. 
5) ln the extraction of protein from soiled c1oth， equilibrium was reached in 30-60 minutes， however， 
in actual washing， denaturing was taken into consideration， and it was fixed at 120 minutes. 
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